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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi desenvolver um processo eficiente de sintese
enzimatica de biodiesel em reator de leito fixo (PBR), dois estagios, incorporando uma
coluna extratora de glicerol, operando em regime continuo. Como modelo de estudo foi
selecionado a reacdo de transesterificacdo do 6leo de coco com etanol, em meio isento de
solvente a 50 °C empregando como biocatalisador lipase de Burkholderia cepacia
imobilizada em matriz hibrida silica-PVA. O desempenho do reator foi avaliado para
substrato constituido de 6leo de coco na razdo molar 6leo: etanol de 1:12, na vazéo
volumétrica de 0,78 mL.h™' correspondendo a um tempo espacial de 14h, exibindo
rendimentos médios de 98,0 + 1,45% e produtividade de 41,1 + 1,5 mg.g*.h™. As
amostras de biodiesel purificadas apresentaram viscosidade cinematica média de 5,5 + 0,3
mm?.s™?, atendendo as normas vigentes pela resolucdo ANP n°14/2012, que estabelece
viscosidade cinematica do B100 na faixa entre 3,0 - 6,0 mm®s™. O biocatalisador foi
estavel quanto suas caracteristicas morfoldgicas e cataliticas, revelando tempo de meia-
vida de 520 h.

1. INTRODUCAO

Industrialmente, o biodiesel é produzido pela transesterificacdo alcalina de 6Oleos vegetais e
gordura animal com metanol, em razdo das altas taxas de rendimento em curto periodo reacional,
além do baixo custo do catalisador (NaOH). Entretanto, este método apresenta limitacbes, como
dificil recuperacdo do catalisador, elevada geracdo de &guas residudrias e alto custo nas etapas de
purificacdo do biodiesel (Christopher et al., 2014). Logo, o0 uso de enzimas na inddstria tem atraido
atencdo, em especial o uso de enzimas na forma imobilizada em razéo dos beneficios oferecidos,
como: possibilidade de recuperacdo, reutilizacdo do biocatalisador e a condugdo em fluxo continuo.

Diferentes configuracfes de reatores tém sido usadas em estudos com lipases, entre as quais, 0S
reatores de leito fixo (PBR), sdo os mais utilizados (Hama et al., 2013). Esse tipo de reator
proporciona maior area superficial para a reacdo, por unidade de volume, do que um reator de
membrana e é cineticamente mais favoravel que os reatores continuos com agitacdo. Portanto, 0s
reatores PBR vém sendo implementados com éxito na sintese enzimatica de biodiesel a partir de
diferentes matérias-primas (Hama et al., 2011). Entretanto, o acimulo de glicerol (subproduto da
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reacao) no leito catalitico reduz a eficiéncia da enzima, uma vez que a adsor¢cdo de compostos polares
no suporte de imobilizacdo causa limitages difusionais e inibicdo da lipase, devido a formagdo de
uma camada hidrofilica ao redor da enzima, o que dificulta o acesso ao substrato hidrofébico e afeta a
eficiéncia da catélise (Gog et al., 2012). Para superar estas dificuldades, diferentes estratégias de
remocao do glicerol vém sendo investigadas, entre as quais pode ser destacada a incorporacdo de
colunas extratoras recheadas com diferentes materiais, como a resina Lewatit GF 202, que ja
demonstrou eficiéncia comprovada na metandlise continua do 6leo de soja (Hama et al., 2011).

Desta forma, uma configuracdo de reatores PBR, dois estagios, com incorporacdo de uma
coluna extratora de glicerol (Lewatit GF 202) foi selecionada para o desenvolvimento deste trabalho.
A matéria-prima lipidica selecionada foi o 6leo de coco, devido a sua ampla disponibilidade no
territério brasileiro. Como doador do grupo acila foi utilizado etanol em funcdo das vantagens
oferecidas em relagdo ao metanol (Carvalho et al., 2013).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Lipase comercial de Burkholderia cepacia foi adquirida da Amano Enzyme Inc. (Nagoya,
Japdo), e em seguida imobilizada em suporte hibrido polissiloxano-alcool polivinilico (SiO,-PVA),
sintetizado pela técnica sol-gel (Carvalho et al., 2013) originando derivados imobilizados com
atividade média de 2134 + 64 U.g™*. Como materiais de partida foram utilizados: etanol anidro (98%,
Cromoline), 6leo de coco adquirido da Fres-Coco (Sdo Paulo), tendo composicdo aproximada em
acidos graxos de: 8,9% Caprilico, 6,2% Caprico, 47,1% Laurico, 18,8% Miristico, 7,9% Palmitico,
2,6% Esteérico, 6,1% Oleico e 1,6% Linoleico. Outros reagentes: solventes (tert-butanol e hexano,
Cromoline), alcool polivinilico (88%, Acros Organics), HCI (minimo 36%, Isofar), epicloridrina
(99%, Aldrich®), polietilenoglicol (MM 1500, Synth), tetraetilortossilicato (98%, Aldrich®), goma
arabica em po pura (Sinth) e 6leo de oliva comercial com baixo teor de acidez (Carbonell). Corante
lipossoluvel azul (pigmento organico sintético manufaturado por Glitter Ind. Com. Imp. Exp. Ltd.,
Carapicuiba— SP) foi adquirido em mercado local e usado como tracador. Corante alimenticio
Amaranto adquirido da Sigma-Aldrich (Brasil) foi utilizado nos testes de adsorcdo do glicerol no
suporte. Lewatit® GF202 (resina macroporosa com densidade de 1,24 g.L™ e capacidade de adsorcéo
250 g glicerol.L™) foi gentilmente cedida pela Lanxess (Leverkusen, Alemanha).

2.2. Sintese continua de biodiesel em reator PBR conectados em série

A sintese de biodiesel foi realizada em duas colunas de vidro encamisadas (diametro interno =
15 mm, comprimento = 55 mm e volume = 10 mL), conectadas em série, conforme ilustrado na
Figura 1. O substrato composto por 0leo de coco e etanol (razdo molar oOleo: etanol de 1:12) foi
mantido em um frasco de alimentacdo, sob agitacdo magnética (150 rpm) e temperatura de 50 °C. O
substrato foi bombeado através dos reatores contendo 7,8 g da lipase de B. cepacia imobilizada em
SiO,-PVA (carregamento catalitico de 20834 U) em cada um, com o auxilio de uma bomba
peristaltica (SJ-1211-Atto) na vazdo requerida. Para evitar perda de etanol no sistema, foi acoplado
um condensador de refluxo ao frasco de alimentacdo. Na saida do primeiro reator foi acoplada uma
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coluna de vidro (diametro= 15 mm, altura = 50 mm, volume= 8,0 mL) contendo Lewatit® GF202 para
adsorcdo do glicerol formado. O tempo espacial (tedrico) foi calculado de acordo com Levenspiel
(2000). Amostras foram recolhidas para monitoramento do processo. Ao final do experimento a
enzima foi recuperada e lavada com terc-butanol para remocao de substrato e produtos eventualmente
retidos nas particulas da matriz e a atividade residual quantificada.

Figura 1 - Aparato experimental dos reatores PBR duplo estagio: 1- Banho termostéatico, 2- Agitador
magnético, 3- Frasco de alimentagdo, 4- Condensador de refluxo, 5- Bomba peristaltica, 6- Reator tipo leito
fixo, 7- Coluna extratora de glicerol; 8- Saida de produto.

2.3. Métodos de Analise

Atividade hidrolitica: A atividade hidrolitica da lipase imobilizada foi determinada pelo método
de hidrdlise do azeite de oliva, conforme metodologia modificada por Soares et al. (1999). A
constante de desativagdo térmica e o tempo de meia-vida do biocatalisador foram calculados
conforme descrito por Costa-Silva (2013).

Dosagem dos ésteres de etila: Os ésteres de etila foram monitorados por cromatografia em fase
gasosa (Varian 3800), conforme metodologia estabelecida por Urioste et al. (2008). O rendimento das
reacOes de sintese de biodiesel foi definido como o valor que expressa a massa total obtida de ésteres
de etila em relacdo a massa tedrica esperada de ésteres de etila.

Purificacdo das amostras de biodiesel: As amostras retiradas foram purificadas conforme
metodologia descrita por Carvalho et al. (2013) e submetidas as analises de densidade e viscosidade.

Determinacéo da viscosidade e densidade do biodiesel: Os valores da viscosidade absoluta dos
produtos purificados, assim como os valores de densidade dos ésteres de etila foram medidos
conforme metodologia descrita por Carvalho et al. (2013).

Determinacéo da funcdo de Distribuicdo do Tempo de Residéncia (DTR): A fungdo DTR, E(t) e
0 tempo médio de residéncia (t,), que corresponde ao tempo espacial experimental (t) foram
determinados de acordo modelagem proposta por Fogler (2002).
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3. RESULTADOS

3.1. Funcéo distribuicdo de tempo de residéncia (DTR) no reator de duplo estagio

A DTR exibida por um determinado reator fornece indicios claros do tipo de mistura que ocorre
em seu interior e € uma das maneiras mais adequadas de se caracterizar um reator (Fogler, 2002). O
calculo da funcdo DTR e posteriormente do tempo médio de residéncia (tn), que equivale ao tempo
espacial experimental (t), foi determinado de acordo com modelagem proposta por Fogler (2002),
sendo encontrado um tempo médio de residéncia de 21,64 h. Este valor foi superior ao tempo espacial
(tedrico) calculado pela razéo entre o volume util do biorreator e a vazdo volumétrica requerida sobre
a secdo transversal da coluna, que foi de 14 h. Contudo, esta diferenca pode ser explicada em funcao
dos volumes considerados em cada caso. O conceito de tempo espacial calculado teoricamente
considera apenas 0 volume do reator onde ocorre a catalise enzimatica, ndo levando em consideracéao
as conexdes dos reatores dispostos em série, e muito menos o volume Util da coluna extratora de
glicerol, que contém a resina Lewatit. Nesse contexto, considerando todo o aparato experimental e
recalculando o tempo espacial (tedrico) pela Equacéo 1, tem-se:

vuatil, + vatily, + vuatil
T= a . b € —20,70h 1)

Em que: Vutil; = Volume Gtil do primeiro reator PBR; Vutil,= Volume util do segundo reator
PBR; Vtil.= Volume Util da coluna extratora de glicerol; v = vazao requerida no processo.

O valor corrigido do tempo espacial (teérico) foi similar ao determinado no teste tracador (tn).
A similaridade entre os tempos espaciais pode ser considerada como um bom indicativo da
inexisténcia de caminhos preferenciais ou zonas mortas no reator, demonstrando uma boa mistura e
dindmica adequada dos reagentes no leito catalitico (Fogler, 2002).

3.2. Efeito do glicerol na etandlise continua no reator PBR

Visando verificar a influéncia do glicerol, formado como subproduto na reacdo de
transesterificacdo, no leito catalitico, foi empregado o método de tingimento pelo corante Amaranto
descrito por Xu et al. (2011). Essa técnica mostrou-se adequada para elucidar o comportamento do
glicerol na etandlise do 6leo de colza, sendo verificada a particdo do glicerol in situ e seu acimulo
sobre a lipase imobilizada (Xu et al., 2011).

Tomando por base esse procedimento, testes foram conduzidos para verificar a afinidade do
glicerol pela lipase de B.cepacia imobilizada em SiO,-PVA. As fotos ilustradas na Figura 2 mostram
a afinidade do glicerol (indicado pela presenca do corante de cor vermelha) durante a investigacdo no
sistema multifasico. Observando as fotos (1) e (7), verifica-se que o glicerol apresentou afinidade
tanto para o suporte hibrido (SiO,-PVA), quanto para a lipase de B. cepacia imobilizada em SiO,-
PVA.
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Figura 2 - Afinidade do glicerol pelo suporte de SiO,-PVA e pela lipase imobilizada em SiO,-PVA (derivado

imobilizado): (1) derivado imobilizado e 0 % glicerol; (2) derivado imobilizado e 2 % glicerol; (3) derivado

imobilizado e 4 % glicerol; (4) derivado imobilizado e 6 % glicerol; (5) derivado imobilizado e 8 % glicerol,;
(6) derivado imobilizado e 10 % glicerol; (7) suporte SiO,-PVA e 10 % glicerol.

Para reduzir os impactos negativos do acumulo do glicerol no leito catalitico, foi proposto
investigar o desempenho de uma configuracdo de reator PBR em duplo estagio, incorporando uma
coluna de vidro recheada com a resina Lewatit® GF 202 para remocéo do glicerol.

3.3. Etanolise do 6leo de coco em PBR duplo estagio empregando a estrategia de
separacéao do glicerol

No sistema experimental proposto verificou-se que a concentracdo em ésteres de etila no
primeiro estagio variou de 44,9 a 53,4 % (m.m™) correspondendo a rendimentos de transesterificacdo
de 74,8 a 89,0 %, enquanto no segundo estagio a concentracdo de ésteres variou de 56,4 a 59,3%
(m.m™) correspondendo a rendimentos de transesterificacio de 94 a 100% e produtividade
volumétrica de 37,5 a 42,4 (MJester-§ "meio.h™) (Figura 3). Os valores obtidos no segundo estagio s&o
20% superiores aos alcangados no primeiro estagio. De acordo com a Figura 3, a conversdo total do
6leo nos ésteres correspondentes foi alcancada em dois tempos espaciais (28 h), permanecendo
constante por um periodo de 5 dias. Apds 144 h, foi constatado um leve declinio da converséo,
apresentando 94% de rendimento médio.

Os elevados valores de rendimento obtidos na etanodlise do éleo de coco, permitiram obter
amostras de biodiesel com valores de viscosidade média de 5,5 + 0,3 mmZs™, valor que atende as
normas vigentes pela resolucdo ANP n°14/2012, que estabelece viscosidade cinematica do B100 na
faixa entre 3,0 - 6,0 mm?.s™.
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Figura 3 - Formagé&o dos ésteres de etila no efluente do primeiro e do segundo reator PBR, na etandlise
continua do Gleo de coco em reator PBR duplo estagio, mediada pela lipase B. cepacia imobilizada em SiO,-
PVA, em meio isento de solvente, empregando tempo espacial de 14h.

De acordo com os resultados apresentados, o desempenho global do sistema operacional foi
satisfatorio quando comparado com dados da literatura. Em trabalho realizado por Hama et al. (2011)
foram reportados valores de rendimento de biodiesel superiores a 90% na metanolise enzimética do
6leo de soja em reatores PBR, conectados em série, ao longo de 550 h de operacao.

Destaca-se ainda que a incorporacao da coluna extratora de glicerol (Lewatit GF202) reduziu a
limitacdo difusional e a inativacdo da enzima imobilizada no segundo reator PBR, promovendo um
incremento na formacdo dos ésteres de etila em relacdo ao primeiro reator PBR. Além disso,
possibilitou a operacdo estavel do sistema reacional, ndo sendo detectada nenhuma evidéncia de
problemas de perda de desempenho do reator em fun¢do da atividade catalitica do leito. Este fato foi
confirmado por meio da quantificacdo da atividade hidrolitica ao final do experimento, em que foi
constatada uma perda global de 38,2% em relacdo a atividade hidrolitica inicial, obtendo-se valor de
1,3 h™* para a constante de desativagdo e tempo de meia-vida do biocatalisador de 520 h.

4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram que é possivel operar um sistema continuo para producao
enzimética de biodiesel a partir do 6leo de coco empregando uma configuracdo de reatores PBR
conectados em série na auséncia de solventes. Além disso, a estratégia de incorporacdo de um sistema
para remogdo do glicerol no efluente do primeiro reator minimizou os problemas de limitacdo
difusional e inativacdo da lipase imobilizada no segundo reator. A estratégia adotada contribuiu para
que o derivado imobilizado atingisse elevada estabilidade operacional (tempo de meia-vida de 520 h),
possibilitando a obtengdo de um produto final adequado, apresentando rendimento em ésteres de etila
superior a 94% e viscosidade média de 5,5 + 0,3 mm?.s™.
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